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摘  要 : PopW 是克隆于青枯劳尔氏菌 Ralstonia solanacearum ZJ3721 中的一种新的编码 harpin 蛋白的基因，

原核表达的 PopW 蛋白能够诱导烟草对 TMV 的抗性、促进烟草生长、提高烟草品质。将 popW 基因连接到植

物表达载体 pBI121 上，构建成重组转基因载体 pB-popW，通过冻融法转化根癌土壤杆菌 EHA105，获得阳性

转化子。再采用叶盘法转化三生烟 Nicotiana tobacum cv. Xanthi nc.，经卡那霉素抗性筛选、PCR 检测、RT-PCR

分析获得 21 个株系的 T3 代阳性植株。PCR 及 RT-PCR 检测结果表明 popW 基因已经整合到烟草基因组中，并

在转录水平正常表达。GUS 染色进一步证明 popW 基因在翻译水平上进行了表达，且不同株系之间表达存在

差异。对烟草花叶病毒  (TMV) 的抗病性测定结果表明，转基因烟草对 TMV 的抗病性增强，防效最高达

54.25%。转基因烟草在生长上也具有一定优势，生长 15 d 的根长最高为野生型的 1.7 倍，移栽后 60 d 的株高、

鲜重、干重最高分别为野生型烟草的 1.4、1.7 和 1.8 倍。 

关键词 : 转基因烟草，popW 基因，抗病性，促生  
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Abstract:  In a previous study, we cloned popW from Ralstonia solanacearum strain ZJ3721, coding PopW, a new harpin 

protein. The procaryotically expressed PopW can induce resistance to Tobacco mosaic virus (TMV), enhance growth and 

improve quality of tobacco, when sprayed onto tobacco leaves. Here, we constructed an expression vector pB- popW by 

cloning popW into the bionary vector pBI121 and transformed it into Agrobacterium tumefaciens strain EHA105 via 

freeze-thaw method. Tobacco (Nicotiana tobacum cv. Xanthi nc.) transformation was conducted by infection of tobacco 

leaf discs with recombinant A. tumefaciens. After screening on MS medium containing kanamycin, PCR and RT-PCR 

analysis, 21 T3 lines were identified as positive transgenic. Genomic intergration and expression of the transferred gene 

were determined by PCR and RT-PCR. And GUS staining analysis indicated that the protein expressed in transgenic 

tobacco was bioactive and exhibited different expression levels among lines. Disease bioassays showed that the transgenic 

tobacco had enhanced resistance to TMV with biocontrol efficiency up to 54.25%. Transgenic tobacco also exhibited 

enhanced plant growth, the root length of 15 d old seedlings was 1.7 times longer than that of wild type tobacco. 60 d after 

transplanting to pots, the height, fresh weight and dry weight of transgenic tobacco were 1.4, 1.7, 1.8 times larger than that 

of wild type tobacco, respectively. 

Keywords:  transgenic tobacco, popW, disease resistance, plant growth enhancement 

PopW蛋白是本实验室前期从青枯劳尔氏

菌Ralstonia solanacearum ZJ3721中鉴定得到的

一个39.79 kDa的新胞外蛋白[1]，它同以前报道

的harpin类物质具有相同的性质：酸性，富含甘

氨酸和丝氨酸，缺少半胱氨酸，对热稳定，对

蛋白酶敏感，能在非寄主植物烟草上引起过敏

反应。通过前期研究，我们发现PopW是青枯劳

尔氏菌中广泛存在的一个定位于寄主细胞壁

上，受hrpB基因的调控，通过Ⅲ型泌出系统分

泌到胞外，不影响菌株对寄主致病性的新harpin

蛋白 [2]。在前期试验中，我们发现原核表达的

PopW蛋白能够诱导烟草对TMV产生抗性，同

时，PopW蛋白还能促进烟草生长，提高烟草的

品质，增加中、上等烟的比例[3]。在田间试验中，

我们还发现PopW蛋白处理能增强番茄对叶霉

病、水稻对稻曲病以及黄瓜对霜霉病的抗病性，

并且能促进辣椒提前开花，增加黄瓜叶片中叶

绿素的含量从而促进其生长，在提高黄瓜产量

的同时增加果实中可溶性糖、可溶性蛋白、游

离氨基酸及维生素C的含量，从而提高黄瓜的品

质[4-6]。PopW蛋白在温室及田间都表现出了较好

的防病、促生效果，在生产上具有较高的应用

潜力，因此，我们对其原核表达的条件进行了

优化，在温室的条件下探究了该蛋白使用的最

佳浓度及持效期[4]。深入研究PopW蛋白的诱抗

机制将对其在生产上的应用提供理论依据。 
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本研究将popW基因连接到植物表达载体上

转化模式植物三生烟，以研究PopW蛋白在烟草

体内表达是否和外源施用一样，可以诱导烟草的

抗病性、促进烟草生长，为popW基因在烟草体内

直接表达产生的效应及其机制提供研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试烟草品种为三生烟，于 (25±2) ℃温室

内培养，光周期为 10 h/14 h (光/暗)。大肠杆菌

TOP10，青枯劳尔氏菌 ZJ3721、YN10，根癌土

壤杆菌 Agrobacterium tumefaciens EHA105以及

双元载体 pBI121均由本实验室保存。 

Ex-Taq DNA聚合酶，rTaq DNA聚合酶，

dNTPs，限制性内切酶 BamHⅠ和 XbaⅠ，核酸分

子质量标准，DNA 凝胶回收试剂盒、质粒抽提

试剂盒等均购自爱思敬公司。T4 DNA连接酶购

自 Promega 公司。引物由上海赛百盛生物公司

合成。 

1.2  植物表达载体的构建 

以青枯劳尔氏菌ZJ3721的基因组DNA为模

板克隆 popW 基因  (GenBank Accession No. 

EF080949)，引物序列见表 1[2]，将其连接到双元

载体 pBI121上的 BamHⅠ和 XbaⅠ酶切位点之间

构建成转基因重组体 pB-popW (图 1)。重组质粒

经测序后，将测序序列与原始序列比对确认

popW 序列完全正确。将重组质粒用冻融发转化

根癌土壤杆菌 EHA105，经卡那霉素抗性筛选，

以 popW特异性引物对农杆菌的转化子进行菌落

PCR验证，凡获得预期 1 142 bp的特异性条带的

菌落均被认为是阳性转化子。保存阳性克隆供转

化烟草使用。 

1.3  农杆菌介导的烟草遗传转化 

采用叶盘法转化烟草。用含有 pB-popW 质

粒的根癌土壤杆菌菌液侵染无菌烟草的叶圆

片，侵染后在共生培养基 (MS+6-BA 1 mg/L) 

中 25 ℃黑暗共培养，2−3 d后转入分化培养基 

(MS+6-BA 1 mg/L+Km 100 mg/L+Cp 500 mg/L) 

中分化培养。将长到 1 cm以上的不定芽切下转

入生根培养基中 (1/2 MS+ Km 100 mg/L+IAA 

0.2 mg/L) 诱导生根，待根长好后将无菌小苗的

瓶盖打开在 25 ℃下炼苗 2 d后移栽到盆钵中，

放到 (25±2) ℃温室培养。本实验中用作对照的

转空载体烟草是用叶盘转化法转化不含有外源

基因的 pBI121质粒后获得。所有用于实验的转

基因烟草植株均为 T3代。 

1.4  转基因烟草的分子鉴定 

用 CTAB法提取烟草基因组 DNA，以 popW

和 CaMV 35S 启动子的特异性引物对转基因烟

草进行 PCR验证，引物序列见表 1。 

 
 

图 1  植物表达载体 pB-popW 的结构示意图 

Fig. 1  Construction of plant expression vector with popW. LB: left border; RB: right border; NPT Ⅱ: neomycin 

phosphotransferaseⅡ gene; Pro: promoter; Ter: terminator; GUS: β-glucuronidase gene. 
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表 1  PCR 扩增所用的引物序列及参数 

Table 1  Sequence of PCR prmiers and relative characteristics 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Segment length (bp) 

Up: TCTAGAATGTCCATCCAGATTGATCGC 
popW 

Down: GGATCCGCCCGAGTAGGCCTTGTAGCT 
1 142 

Up: GCCTTTTCAATTTCAGAAAGAATGC 
35S 

Down: CGTGTTCTCTCCAAATGA AATGAAC 
800 

Up: TCGACCAGGTCTTGCAGCAG 
RT-popW 

Down: CTCCACTTTGGGCGTTCCTC 
700 

Up: AGACCACCAAGTACTACTGCAC 
EF1a 

Down: CCACCAATCTTGTACACATCC 
495 

Note: restriction site are underlined. 
 

采用 RT-PCR的方法鉴定烟草叶片中 popW

基因的表达情况。使用 Trizol 试剂 (Invitrogen) 

提取烟草叶片总 RNA，进行 RT-PCR (具体方法

见 PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit 

(TaKaRa)) 分析基因表达量。以真核生物内保守

表达的 EF1a 作为参照，RT-PCR 产物用 1%的

琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，利用凝胶分

析系统 (Kodak Image Station 2000R, The Center 

for Integrated BioSystems, USA) 对基因的表达

量进行相对定量。 

1.5  转基因烟草的 GUS 组织化学染色 

采用 Jefferson (1987) 的染色方法[7]，对转

基因烟草进行 GUS 染色检测。将出芽后 2周的

烟草幼苗进行 GUS染色，以野生型烟草和转空

载体烟草植株作为对照。GUS 染色阳性的组织

呈现蓝色，阴性呈无色或白色。 

1.6  转基因烟草的生长测定 

将T2代转基因烟草种子表面消毒后铺于1/2 

MS平板上培养，15 d后测定各株系植株的根长，

并与野生型烟草和转空载体烟草植株进行比

较。将测定完根长的幼苗移栽到穴盘中生长，

30 d后从穴盘移栽至盆钵中，移栽至盆钵中60 d

后测定烟草植株的各项生长指标。 

1.7  转基因烟草对 TMV 的抗性测定 

对移栽后6−7周的T3代烟草进行TMV抗性测

定，采用摩擦接种法接种TMV[8]。每个株系接种

12株烟草，每株接种中部3张完全展开的叶片，接

种后的叶片用水轻轻冲洗后置于 (25±2) ℃温室

中培养[9]，实验重复3次，以野生型三生烟和转空

载体烟草作对照。接种72 h后调查叶片枯斑发生

情况。抗病性表示为转基因植株与对照相比病斑

个数减少的百分数，即：抗病效果 (%) =[(对照烟

草叶片上的平均枯斑数转基因烟草叶片平均枯

斑数)/对照烟草叶片上平均枯斑数] × 100%。 

1.8  数据分析 

实验数据采用 DPS 数据处理系统  (Data 

Processing System) 中的 Duncan’s 新极复差法

比较差异显著性，标有相同字母的平均数表示

无显著差异 (P<0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  转基因烟草的获得 

以插入片段的特异性引物popW对根癌土

壤杆菌的转化子进行菌落PCR检测，凡获得   

1 142 bp特异条带的菌落均被认为是阳性转化

子。采用叶盘法将pB-popW质粒通过根癌土壤杆 
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图 2  转基因烟草植株的 PCR 检测 

Fig. 2  PCR detection of transgenic tobacco plants. (A) PCR detection of transgenic tobacco plants with popW 
specific primer. (B) PCR detection of transgenic tobacco plants with 35S specific primer; M: DL2000 marker; WT: 
wild type tobacco plants; E: transformed vector plants; +: plasmid pB-popW as positive control; other lanes are 
transgenic tobacco plants. 
 

菌介导转化三生烟，转化烟草经过侵染、愈伤

形成、产生不定芽、诱导生根等步骤，最终得

到51个株系 (T0) 的转popW基因烟草。通过繁

殖和抗性筛选得到21个T3代纯合的转基因烟草

株系用于本实验后续研究。 

2.2  转基因烟草的 PCR 检测 

提取转基因烟草叶片总 DNA，根据目的基

因 popW 设计特异引物进行 PCR 检测，检测结

果表明，21个株系的 T3代转基因烟草和阳性对

照质粒 pB-popW一样，均能扩增出 1 142 bp的

目的基因 popW，而野生型烟草和转空载体烟草

植株均没有扩增条带出现 (图 2A)。同时，我们

根据 35S 启动子序列设计引物对转基因烟草植

株进行了 PCR验证，结果显示，转基因烟草和

转空载体烟草植株均能扩增出 800 bp的预期大

小的片段，而野生型烟草植株没有出现特异性

条带 (图 2B)。因此，无论是对目的基因 popW

还是对 35S启动子的 PCR检测结果都表明 popW

基因已经成功转入到烟草中。 

2.3  转基因烟草中 popW 基因的 RT-PCR 分析 

为了检测转基因烟草中 popW 基因是否表

达，提取 T3 代转基因烟草叶片的总 RNA 进行

了 RT-PCR 分析。结果表明，转基因烟草叶片

中 popW均有表达，且不同株系间表达量存在差

异，其中 14-1-2、16-1-1、21-3-1、31-3-3、37-2-1

和 40-1-1 叶片中的 popW 有较强的表达，而

15-3-1、22-1-1、42-2-2和 64-3-1表达量较低，

同时在野生型以及转空载体烟草植株的叶片中

均没有 popW表达 (图 3)。 

2.4  转基因烟草的 GUS 染色 

对出芽后 2周的烟草幼苗进行 GUS组织化

学染色分析，以检测转基因烟草中目的基因的

表达情况。经 GUS 染色液染色，70%乙醇脱色

后显示，转基因烟草叶部和根部都出现了蓝色

阳性反应，而野生型三生烟则为白色 (图 4)。

这表明带有 GUS基因的转基因重组载体已经转

化到烟草中，并且在烟草的不同部位均可以正

常表达，但在不同株系中表达量不同，其中 
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图 3  转基因烟草的 RT-PCR 分析 

Fig. 3  RT-PCR analysis of transgenic tobacco. WT: 
wild type tobacco plants; E: transformed vector plants; 

other lanes are transgenic tobacco plants. 

 
14-1-2、16-1-1、21-3-1、31-3-3、37-2-1、40-1-1、

42-2-2具有较强的 GUS活性，32-1-2、34-1-4、

64-3-1的 GUS活性较低，而在 22-1-1、28-3-1、

35-3-1 中未检测到肉眼可见的 GUS 活性 (图片

未显示)，结合 RT-PCR 的结果分析可能是因为

在这 3 个转基因烟草株系中 popW 的表达量极

低，导致肉眼不可见。 

2.5  转基因烟草的生长测定 

为了比较转基因烟草与野生型烟草在生长

上的差异，我们对转基因烟草的整个生育期进

行了观察，并测定了移栽后 60 d的各项生长指

标。T2代转基因烟草的种子在 1/2 MS培养基上

生长 15 d后，除 15-3-1、35-3-1 以外，其他株

系的根长均显著长于野生型烟草植株，其中

16-1-1、32-1-2、22-1-1的根长分别为野生型的 1.7、

1.6、1.4倍 (图 5)。转基因烟草在整个生育期都能

够正常生长且在形态上与野生型烟草没有差异，

移栽 60 d后，除 9-1-4、16-1-1以外，其他株系的

株高、鲜重和干重均大于野生型烟草植株，22-1-1、

37-2-1 等 8 个株系的三项指标均显著大于野生型

烟草，其中 22-1-1的株高、鲜重和干重分别达野

生型烟草的 1.4、1.7、1.8倍 (图 6)。 

 

 
 

图 4  转基因烟草的 GUS 染色分析 

Fig. 4  GUS staining of transgenic tobacco. WT: wild type tobacco plants; E: transformed vector plants; others are 
transgenic tobacco plants. 
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图 5  转基因烟草种子在 1/2 MS 培养基上生长 15 d 后的根长 

Fig. 5  Root length of transgenic tobacco seedlings 15 days afer sown in 1/2 MS medium. WT: wild type tobacco 
plants; E: transformed vector plants; others are transgenic tobacco plants. 

 

2.6  转基因烟草对 TMV 抗性测定 

对生长6−7周的T3代转基因烟草植株进行

TMV接种，接种48 h后接种叶片上出现坏死斑 

(图7C)，接种TMV 72 h后对接种叶片上的病斑进

行统计发现，除9-1-4以外，其他转基因烟草叶

片上的病斑数均少于野生型以及转空载体烟草

植株 (图7A, B)。其中有16个株系的转基因烟草

植株对TMV的抗病性显著强于野生型烟草，抗

病性最强的株系31-3-3叶片上的病斑数仅为野

生型烟草的0.46倍，防效达54.25% (图7A, C)。 

3  讨论 

Harpin蛋白是革兰氏阴性植物病原细菌hrp 

(Hypersensitive response and pathogenicity) 基因

编码的，通过Ⅲ型泌出通道分泌的一类效应蛋 

白[10]。在非寄主上使用Harpins，可引起植物产

生多种有益反应，如提高作物的抗病、抗虫能力，

促进植物生长和增强植物的抗逆性等[11-17]，同时

研究发现转编码harpin蛋白基因的作物对干旱胁

迫表现出较高的耐受性[18]。尽管harpin蛋白有着

上述诸多的功能，但目前只有美国Eden公司的

messenger (HarpinEa) 得到产业化应用，并且人们

对harpin蛋白的作用位点及抗病机理也知之甚

少，还有待进一步的深入研究。本实验室前期从

青枯劳尔氏菌ZJ3721中鉴定得到的PopW蛋白具

有其他harpin蛋白所共有的生物活性，能诱导烟

草产生由水杨酸信号通路激发的系统获得抗性 

(SAR)[1-2]，并且通过亚细胞定位实验发现PopW

蛋白定位于植物的细胞壁上。Li和Fan[19]报道，

在马铃薯中表达的harpinEa,无论hrpN基因前加或 
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图 6  转基因烟草移栽后 60 d 的生长测定 
Fig. 6  Growth assay of transgenic tobacco plants 60 days after transplanting to pots. Plant height (A), fresh weight (B) 
and dry weight (C) of transgenic tobacco plants 60 days after transplanting to pots. WT: wild type tobacco plants; E: 
transformed vector plants; others are transgenic tobacco plants. 
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图 7  转基因烟草对 TMV 的抗病测定 

Fig. 7  Resistance detection of transgenic tobacco plants to TMV. (A–B) Disease spot number and biocontrol efficacy 
of transgenic tobacco 72 h after inoculation with TMV. (C) Symptom of resistant transgenic tobacco against TMV 
(leaves photographed 72 h after inoculation with TMV; WT: wild type tobacco plants; E: transformed vector plants; 
others are transgenic tobacco plants. 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  April 25, 2014  Vol.30  No.4 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

578 

 

不加信号肽，即harpinEa不论是位于细胞内还是

细胞外，均可以诱导马铃薯对晚疫病的抗性。

这很可能是因为harpins在植物中的作用位点不

只一个，由于作用位点不同，激发的信号通路

也不同[1]。 

在本研究中，我们采用农杆菌介导的叶盘

转化法转化烟草叶片，获得51株转popW基因烟

草，由于在生长过程中管理不善最终仅获得32

株转基因烟草的种子，对获得的烟草种子进行

卡那霉素抗性筛选，通过PCR验证、RT-PCR分

析最终获得21个株系的T3代转popW基因烟草 

(图2和图3)。PCR及RT-PCR分析的结果表明，

外源基因已成功插入烟草基因组并进行了转

录，但不同株系在转录水平上存在较大差异 (图

3)，这可能是因为不同的转基因植株中外源基因

的拷贝数不同，并且整合位点是随机的[20-21]。

我们对PCR分析为阳性的21个转基因烟草株系

进行GUS染色，以检测目的蛋白的表达情况，

结果发现并不是所有的转基因烟草都有肉眼可

见的GUS活性，这可能是因为目的蛋白在这些

株系中表达量极低，未达到GUS组织化学染色

可检测的最低量[22-23]。将RT-PCR分析及GUS染

色的结果进行比较，我们发现popW在转录水平

和翻译水平并不完全一致，其中42-2-2在转录水

平仅有微弱的表达却有较高的GUS活性，而

22-1-1、28-3-1、32-1-2、34-1-4、35-3-1的转录

并不是最低却只检测到微弱甚至未检测到GUS

活性，这可能是因为蛋白的表达水平不仅跟转

录有关，还受翻译和翻译后修饰等过程中多个

因素的影响[24]。在对转基因烟草的生长测定和

抗病性测定中我们发现大多数转基因烟草的生

物量都有所增加同时增强了对TMV的抗性 (图

6和图7)。然而，转popW基因后对烟草的促生及

抗病效果与RT-PCR、GUS染色的结果并没有相

关性 (图3和图4)，这是因为转基因植物中外源

基因的表达及其功能的发挥是受多方面因素影

响的，如目的基因的拷贝数、插入位点等[20-21]。 

转popW基因能促进烟草的生长同时增强烟

草对TMV的抗性，这与体外施用PopW蛋白的结

论一致 [1-7]。Xu等 [25]的报道表明，过表达

harpinXoo增强了菊花对黑斑病的抗性，并且能促

进菊花的生长；与这一结果类似，转hrf2基因油

菜增强了对菌核病的抗病性，同时提高了油菜

的农艺性状，增加了油菜的产量[26]。 

此外，与野生型三生烟相比，转基因烟草

对青枯病的抗病性也有所增强，一些转基因烟

草如 1-1-2、34-1-4 等在接种病原菌后会快速产

生活性氧爆发及细胞死亡 (另文发表)，这表明

popW 基因的表达可能缩短了烟草对病原菌的

反应时间，从而赋予植物抗病的能力。在今后

的研究中我们将选出具有显著表型的株系对转

基因烟草的抗病、促生机制进行进一步的解析。

在实验过程中，我们还发现与野生型烟草相比

转基因烟草对 H2O2的耐受性有所增强，在含有

一定浓度 H2O2的 MS平板上转基因烟草的幼苗

可以正常生长，而野生型烟草的生长却受到了

抑制，转 popW基因烟草抗氧化的机理也是我们

今后研究的重点之一。 
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微生物所发现植物病毒昆虫载体的卵传病毒机制 

 

2014 年 3 月，中国科学院微生物研究所方荣祥研究组联合中国农科院和福建农林大学的科学家在

PLoS Pathogens杂志上发表了他们对植物病毒介体昆虫的卵传机制的研究结果（Transovarial Transmission 

of a Plant Virus Is Mediated by Vitellogenin of Its Insect Vector）。 

植物病毒大都由介体昆虫传播，该传播过程并非简单地携带和制造侵染伤口，而是具有一定的特异

性，即某种病毒只能由某种或某几种昆虫传播，而某种昆虫只能传播某种或某几种病毒。根据昆虫传播

的特点又将传播分为持久性传播和非持久性传播等。因此，介体昆虫在获毒和传毒过程中涉及多种互作

机制。 

水稻条纹叶枯病毒引起的水稻条纹叶枯病对水稻生产造成严重的危害。该病毒由灰飞虱传播，病毒

可在灰飞虱体内生存，繁殖并能经过昆虫卵传播至后代昆虫体内。霍岩等对该病毒的卵传机制进行了深

入的研究，结果发现，病毒巧妙地利用昆虫的卵黄蛋白原受体进入昆虫卵巢生殖区的滋养细胞中，再通

过连接滋养细胞和卵母细胞的滋养丝进入到昆虫的卵母细胞中，最终侵染后代昆虫。其他可卵传植物病

毒可能具有类似的卵传途径。 

（来源：中国科学院微生物研究所；日期：2014-4-9） 


